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(57) Abstract 

A method for detecting a single-stranded nucleotide sequence in a sample which is known or thought to contain it, usi 
sandwich hybridization comprising the step of incubating the sample with a capture probe which is passively fixed to a solid su 
port and with a detector probe which is labeUed with a non-radioactive marker. The capture and detector probes can hybridi 
with two non-overlapping regions respectively of the target nucleotide sequence being sought The incubation step is followed 
a washing step for removing reagents which have not been fixed by hybridization. Tlie method is characterized in that the captu 
probe contains 9-30 nucleotides and is fixed to said solid support which is made of a material based on a hydrophobic coj 
pound. The method can be used particularly for diagnosing infectious or genetic diseases and for cell typing. 

(57)Abreg§ 

Procede de detection d'une sequence nucleotidique simple brin dans un echantillon la contenant ou susceptible de la con 
nir, selon la technique d'hybridation sandwich comportant une etape d'incubation de I'echantillon avec une sonde de captu 
fixee de fa9on passive sur un support solide et une sonde de detection marquee avec un marqueur non radioacdf, les sondes < 
capture et de detection etant capables d'hybridation, respectivement, avec deux regions non chevauchantes de la sequence nucU 
tidique-dble recherchee, et I'etape d'incubation etant suivie d'une 6tape de lavage pour eliminer les reactifs non fixes par hybrid 
tion, caracteris&par le fait que la sonde de capture oontient de 9 i 30 nucleotides et est fixee sur ledit support solide constitue p 
un materiau a base d'un compose hydrophobe. Application notamment au diagnostic des. maladies infectieuses ou gSnetiques ai 
si qu'au typage cellulaire. 
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Precede de dp. t! ec tiop^ A' 3?,^. -^5^5^55- pucleot Idi que sel on 
la technicjue d'hybrldatioT i sandwich 

La presente invention a pour objet un pfocede de detection 
d'une sequence nucleotidique simple brin dans un echantillon la 
contenant ou susceptible de la contenir, selon la technique 
d'hybridation sandwich. Ce procede est applicable notamnent au 
diagnostic des maladies infectieuses ou genetiques, ainsi qu'au 

typage cellulaire. 

On sait que l*une des proprietes caracteristiques des 
acides nucleiques est la possibilite d'interagir avec une sequence 
complementaire par 1* intermediaire de liaisons hydrogene et de former 
ainsi un hybride stable selon les lois d ' appariement A-T et G-C, 

Un acide nucleique peut done etre utilise comme sonde pour 
mettre en evidence, dans un echantillon, une sequence nucl6ique 
(appelee "cible") contenant une sequence complementaire de celle de 
la sonde. Le marquage de 1' hybride forme entre la cible et la sonde 
permet la detection et la quantification de la cible dans 
1* echantillon. Cette technique a 6te utilisee par SOUTHERN E.M. pour 
1' analyse de fragments d'ADN apres separation par gel 
d'electrophorese : J. Mol. Biol 98,503 (1975). 

Une modification de cette technique, qui presente 
notamment I'avantage de ne pas necessiter la purification de 
1' echantillon contenant la cible, consiste a utiliser un protocole 
dit "sandwich". Une premiere sonde nucleotidique (sonde de capture) 
fixee sur un support solide sert a capter le gene ou le fragment de 
gene a detecter dans 1' echantillon. Une deuxieme sonde (sonde de 
detection), complementaire d'une autre region de la cible permet la. 
detection par I'intermediaire d'un marqueur tel qu'un marqueur 
radioactif ; voir par exemple DUNN A.R. et HASSEL J. A., Cell, 12, 23, 
(1977) ; RANKI M. et al. , Gene, 21,77 (1983) ; PALVA A. et al., FEMS 
Microbiol. Lett. 23,83 (1984) ; POLSKY-CYNKIN R. et al. , Clin. Chem. 

31, 1438 (1985). 

La methode d'hybridation sandwich peut etre realisee en 
ajoutant en une seule ^tape 1' echantillon a analyser et la sonde de 
detection dans un conteneur ou se trouve la sonde de capture fixee 
sur le support. II s'agit dans ce cas dela methode d' hybridation 
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saiidwlch dite " simultaree" ; voir par exen^jle les articles de RAKTCI 
et al., PALVA et al. , POLSKY-CYNKIK et al. , deja cites, 

La technique d' hybridation sandwich peut egalement etre 
effectuee en deux etapes ; voir par exemple LANGDALE J.A. et al.. 
Gene 36 201 (1985) et 20LG J.W. et al. , Mol. Biochem. Parasitol, 
22.145 (1987). 

Pour permettre 1' utilisation de ces techniques 
d'hybridation dans des essals de routine, il est necessaire de 
s'affranchir-du marquage radioactlf de la sonde de detection. On a 
propose dans ce but divers systemes faisant appel par exemple a un 
haptene reconnu par un anticorps, ou par une proteine affine. On a 
propose en particulier diverses nethodes de marquage d'ADN ou d'ARN . 
par la biotine ou ses derives ; voir notamment les demandes de brevet 
europeen 0285057, 0285058, 0286898 et 0097373 ; FORSTER et al. , 
Nucleic Acid Res. 13,745 (1985) ; CHOLLET A. et KAWASHIMA E.H. , 
Nucleic Acid Res. 13,1529 (1985) ; CHIN B.C. et al.. Nucleic Acid 
Res. 11,6513 (1983) ; COCUZZA A. J. , Tetrahedron Lett. 30,6287 (1989). 
Toutefois, les systemes de detection utillsant des methodes de 
marquage non radioactlf manquent encore de senslbllite ; voir par 
exemple ZOLG et al., article cite. 

Par ailleurs, le diagnostic des maladies genetiques, le 
typage cellulaire et meme dans certains cas 1' identification de virus 
mutants necessitent la detection de mutations ponctuelles dans le 
genomiB. Dans de tels cas, la mise au point de sondes de capture 
suffisamment senslbles pour detecter une mutation ponctuelle dans la 
region de la clble complementaire de la sequence de la sonde de 
capture, est difficile. Les systemes de sondes commercialises 
actuellement pour reallser ce type de detection sont peu pratiques 
car chaque systeme commercial dolt Stre mis en oeuvre a une 
temperature donnee qui varie avec le systeme utilise, ce qui empeche 
de falre des determinations varlees en operant sur des apparells 
automatlques travalllant a une temperature unique. 

La presente invention a pour objet un proced^ de detection 
de sequences nucleiques, selon la technique d'hybridation sandwich, 
ayant une sensibilite suffisante pour permettre I'utillsation d'une 
sonde de detection non radioactive. Cela est rendu possible grace a 
1' utilisation de sondes de capture de trSs courte taille dont on a 
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decouvert qu'elles conferent au test sandwich une grande specif icite 
tout en conservant une bonne sensibilite, et qu'elles permettent de 
detecter et de dlfferentler des sequences homologues a un nucleotide 
pres. L'utilisation d* oligo-nucleotldes de courte taille facilite la 
construction des sondes en grande quantite avec uti rendement 
acceptable, et permet de disposer d'un grand eventail de 
selectivites* Cela est particulierement utile dans le cas du typage 
HLA ou les mutations- definissant le type cellulaire sont localisees 
sur de courtes portions du gene. 

. On a en outre decouvert qu'il est possible de realiser 
1* adsorption passive directe, sur un support polyxnere tel que le 
polystyrene, de sondes oligo— nucleotidiques de tr^s courte taille 
(jusqli'a un mlninum de 11 nucleotides), ainsi que la fixation passive 
de sondes encore plus courtes (jusqu*a un minimum de 9 nucleotides) 
par l*lnterm^.diaire d*une protdlne a laquelle la sonde est llee de 
facon covalente. II s*aglt d'un resultat syrprenant puisque ju8qu*a 
present, on utlllsalt generalement , comme sondes de capture, des 
sequences comportant plus de 100 bases (generalement plusleurs 
centalnes de bases) , et aussi puisque les sequences 
oligo-nucldotldiques (dT) ne se f Ix.ent pas de facon passive 
(c'est-a-dlre par adsorption) sur le polystyrene ; voir lACY M.J. et 
VOSS E.W., J, of Immunol. Methods, 116, 87-98 (1989) . D'autres 
auteurs cherchalent a favoriser la fixation de la sonde de capture en 
saturant le support de polystyrene avec du poly(dT)^QQQ et en 
couplant la sonde de capture, comportant plusieurs dizaines de bases, 
a une "queue" de poly(dA) ayant de 30 a plus de 100 motifs ; voir 
MORRISSEY B.V. et COLLINS M.L. , Molecular and Cellular Probes, 3, 1 ' 
89-207 (1989). Selon Inexperience de la demanderesse, la saturation 
du support solide par du poly(dT) n*amellore pas la detection. 

En outre, grSce a 1* utilisation de sondes de courte taille 
procurant une sensibilite accrue, le precede de 1' invention permet de 
cholslr a volonte une temperature de travail predetermlnSe, et de 
construlre dans cheque cas des sondes de longueur adaptee pour 
pouvolr effectuer les determinations des clbles les plus diverses a 
une meme temperature de travail predetermlnee. On congolt alsement la 
simplification de procedure et les posslbllites d'automatisation qui 
en resultent. 
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La pre sent e invention a done pour objet un proced^ de 
detection d*une sequence nucleotidique simple brin dans un 
echantillon la contenant ou susceptible de la contenir, selon la 
technique d' hybridation sandwich avec une sonde de capture fixee de 
f aeon passive sur un support solide et une sonde de detection marquee 
avec tin marqueur non radioactif , les sondes de capture et de 
detection etant capables d* hybridation, respectivement , avec deux 
regions non chevauchantes de la sequence nucleotldique-cible 
recherchee» caracterise par le fait que la sonde de capture, 
contenant de 9 a 30 nucleotides, notaimnent de 9 a 25 nucleotides, et 
en particulier de 9 a 20 nucleotides, est fixee de fagon passive sur 
ledit support . solide qui est realist en mater iau hydrophobe. 

Lorsque la sonde de capture contient au moins 11 
nucleotides, il est gSneralement possible de la fixer de fa^on non 
specif ique (c' est-a-dire par adsorption) sur le support, generalement 
realist en polymere hydrophobe tel que le polystyrene ou un 
copolymSre a base de styrSne, notamment un copolymere butadiene- 
styrene ou analogue. Parmi les copolymer es de styrene, on citera ceizx 
qui contiennent au moins 10% en poids de motifs styrene, et en 
particulier ceux qui contiennent au moins 30%, en poids, de motifs 
styrene. Le materiau constituant le support solide utilise selon 
1' invention peut en outre etre constitue d'un melange de polystyrene 
et/ou de copolymere de styrene (en particulier butadiene-styrene) 
avec un autre polymere permettant notamment d'ameliorer les 
proprietes du support solide (proprietes mecaniques, transparence, 
etc ...)• Ledit autre polymere est par example un polymere 
styrene-acrylonitrile, styrene-oaethacrylate de methyle, un 
polypropylene, un polycarbonate ou analogue. Le melange de polymer es 
constituant le support solide contient alors au moins 10 % en poids, 
et de preference au moins 30 % en poids, de motifs styr&ne. On peut 
utiliser comme support solide un support* conlque commercialise par 
VITEK (USA) et realise avec le matSrlau copolymere butadlene*-styrene 
tel que celul vendu sous la denomination commerclale K— 'Resin. 

II est egalement possible et, lorsque la sonde de capture 
est tres courte (en particulier avec moins de 11 nucleotides), 11 
devient meme necessaire, de mettre en oeuvre des moyens permettant 
d'ameliorer la fixation de la sonde de capture sur le support solide. 
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Comme indique precWemxneiit , on peut par exewple lier la sonde de 
capture, de facon c.ovalente, selon des methodes connues en soi, a 
une proteine qui se fixe elle-meme de facon passive sur le support 
(realise avec les materiaux deja cites). Bien entendu, la proteine 
favorisant la fixation de la sonde de capture ne doit pas interf erer 
avec la detection ; par exemple, lorsque la sonde de detection est 
marquee avec une enzyme, la proteine fixee sur le support solide ne 
doit pas avoir d'activite cnzjrtnatique interf erente, Parmi les 
proteines que I'on peut utiliser pour la fixation passive indirecte 
de la sonde de capture sur le support, on peut citer I'albumine de 
maromifere (par exemple I'albumine bovine) ou une toxine protfilque 
bacterienne telle que la toxine t^tanique. De preference, on choisira 
une proteine et/ou une methode de couplage permettant de fixer une ou 
• deux molecules de la sonde de capture par molecule de proteine. 

Le couplage entre I'oligo-nucleotide et la proteine peut 
etre realist par exemple par 1' intermfidiaire d'un bras alley lene ayant 
3 a 12 atomes de carbone» qui peut Stre a j cute a 1' extremity 5' de 
I'oligo-nuclfiotide constituant la sonde de capture, lors de la 
synthese automatique. Ce bras porte une fonction amine primaire qui, 
apres activation, grSce a un agent de couplage homobifonctibnnel 
comme le DITC(phenyleme-l ,A-diisothiocyanate) , le DSS(disuccinimidyl 
subSrate) ou le DIBS(acide 4 ,/» '-diisothiocyano stilbene 
2,2'-disulfonique) , permet le greffage sur les fonctions NH^ 
portees par les lysines de I'albumine. Le conjugue est purifie par 
chromatographie liquide haute performance sur une colonne echangeuse 
d'lons. On a constate que la fixation passive de la sonde de capture 
par I'intermediaire d'une proteine, comme indique ci-dessus, est tres 
avantageuse, notamment car elle foumit des resultats ayant un degre 
eleve de reproductibilite. 

La sonde de detection peut elle-mSme etre une sonde 
courte, contenant de 9 a 30 nucleotides. Toutefois, pour assurer la 
specificite desiree, la sonde de detection contient de preference au 
moins 15 nucleotides, par exemple de 15 a 30 nucleotides, lorsque la 
sonde de capture est tres courte et contient en particulier moins de 
15 nucleotides. La sonde de detection est couplee de fagon covalente 
a un marqueur non radioactif , par exemple une enzyme. Le couplage 
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coyalent est effectue selpn les methodes connues, en parti culier par 
la methode decrite ci-dessus pour le couplage entre 1 ' oligonucleotide 
constituant la sonde de capture et une proteine. On peut utiliser 
coBnne marqueur enzymatique notamment une peroxydase telle que le 
peroxydase de raifort, une phosphatase alcaline, une phosphatase 
aclde, la bSta-galactosidase, la glucose oxydase, etc. 

Bien entendus pour construire les sondes de capture et de 
detection, 11 est necessalre de connaltre la sequence ou une partie 
de la sequence de la cible, ou de connaltre la sequence ou une partie 
de la sequence de la proteine codee par la cible. On peut alors 
synthetiser les oligo-nucleotides constituant les sondes avec un 
appareil de synthese automatique d'ADN tel que les modeles 380 et 381 
commercialises par APPLIED BIOSYSTEMS. 

Les sondes de capture et/ou de detection peuvent etre 
constitutes d'ADN ou d*ARN. 

En outre, les sondes utlllsees selon 1' invention peuvent 
contenir ou etre constltuees? par des alpha-nucleotides analogues des 
nucleotides naturels ; voir notamment le brevet frangais 2 607 507. 
Les alpha-nucleo tides peuvent etre obtenus sur synthetiseurs 
automatiques. lis sont derivables aux extremites 3* ou 5' et se 
couplent aux proteines de la meme maniere que les 
beta-oligo-nucleotides. lis presentent I'avantage d'une bonne 
stabilite vls-a-vls des nucleases (voir THUONG N.T. et al., Proc. 
Nat. Acad. Sci. USA, 84,5129 (1987). Les conjugues 

alpha-oligonucltotide-enzymes sont plus stables en solution que les 
analogues beta et permettent des conservations plus longues "a des 
dilutions plus falbles. 

L*aclde nudelque a dttecter (clble) peut etre de I'ADN 
double brln, de I'ADN simple brln, un hybrlde ADN-ARN ou blen de 
I'ARN (rlbosomal ou messager) . Blen entendu, dans le cas d*une cible 
nucleique a double brln, ou d'un hybrlde ADN-AEQ?, 11 convlent de 
proceder a sa denaturatlon avant la mlse en oeuvre du procede de 
detection par la technique d 'hybridation sandwich. L'ADN double brln 
peut lui-meme etre obtenu apres extraction, selon les methodes 
connues, des acides nucleiques d'un echantillon a examiner. Cette 
extraction peut etre faite par proteolyse de cellules suivle d^une 
extraction au phenol-chlorof orme (voir par exemple MANIATIS et Coll. , 
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"Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, New-York (1982), ou plus directement par traitement 
alcalin en presence de detergent et/ou par traitement aux ultra-sons, 
ou par tout autre procSdS lib^rant les acides nucldiques . en phase 
llqulde. L'echantillon a traiter peut contenir un melange de 
cellules, bacterles, levures, virus ou autre micro-organismes. L*ADN 
double brin ainsi obtenu peut etre utilise directement, apres 
denaturation selon les techniques connuesj ou bien peut etre utilise 
comrne matrice pour 1' amplification d' acides nucleiques afin d'obtenir 
des quantites suffisantes pour permettre la detection. 

Pour obtenir la forme simple brin a partir d'un hybride , 
ARN-ADN ou d^un ADN double brin, on peut operer par denaturation 
physique, chimique ou enzymatique. Une des me th odes physiques de 
denaturation correspond a la separation des deux brins en chauffant 
I'hybride jusqu'a ce qu'il soit totalement denature, par exemple a 
une temperature de 80 a 105 pendant quelques secondes a quelques 
minutes. La methode chimique de denaturation consist e par exemple a 
mettre en contact I'echantillon double brin avec une solution 0,2M 
d'hydroxyde de sodium pendant IQ minutes, ce traitement etant suivi 
d'une neutralisation par I'acide acetlque a la meme concentration 
(0,2M), jusqu*a obtentlon d'un pH comprls entre 6 et 8. Une mSthode 
enzymatlque de denaturation conslste en I'utlllsation d*une hellcase, 
Les techniques d' utilisation des helicases sont decrites notamment 
par RADDING, Ann. Rev. Genetics, 16, A05-^37 (1982). D'autres enzymes 
ayant la meme fonction sont utilisables dans le meme but. 

Le procede de 1' invention est de preference effectue selon 
la methode simultanee. 

Cette methode comprend : 

- la fixation passive de la sonde de capture 
oligonucleotidique sur le support sollde, directement ou par 
l*lntermedlalre d'une proteine, comme Indique precedemment ; on opere 
par mlse en contact du support avec une solution aqueuse contenant la 
sonde ; 

- le rincage du support et le sechage eventuel pour sa 
conservation ; 

- la mlse en contact simultanee du support ainsi obtenu 
avec une solution contenant I'echantillon a analyser et avec une 
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solution contenant la sonde de detection oligonucleotidique marquee, 
I'echantillpn et la sonde de detection pouvant etre ajoutes sous 
forme de melange ou separement ; 

- 1* incubation du melange obtenu ; 

- le ringage du support pour eliminer les constituants non 
fixes sur le support par hybridation ; 

- et la detection qualitative ou quantitative a I'aide 
d*une reaction de revelation du marqueur fix6 sur le support, par 
exemple par colorimetrle, fluorescence ou luminescence. 

On va donner ci-apres un mode de realisation particulier, 
non limitatif , de la mlse en oeuvre du precede de 1' invention. 
^' Fixation de la son de de cap ture 

La fixation de la sonde de capture est obtenue en deposant 
par exemple 100 pi dans chaque puits d'une plaque de microtitration 
d'une solution contenant de 0,1 pg/ml a 10 yg/ml d' oligonucleotides 
de preference 1 pg/ml, sous la forme d*une solution dans un tampon 
PBS 3X (0,45 M NaCl, 0,15 M phosphate de sodium, pH 7,0). 

On laisse la plaque en contact avec la solution de sondes 
de capture pendant au mo ins 2 heures a S^^C, puis on la lave avec une 
solution de PBS IX (NaCl 150 mM, tampon phosphate de sodium 50 mM, pH 
7,0, contenant 0,5% de Tween 20). 

^* l^ ncubation sim ultanee des e chantillo ns et de la sonde 
de detection marquee 

Les echantillons (cible) sont deposes sur la plaque apres 
avoir subi si necessaire le traitement de denaturation ; sous la 
forme d*une solution dans le tampon PBS 3X contenant de I'ADN 
heterologue, par exemple de 1*-ADN de sperme de saumon a 10|jg/ml. 

La sonde marquSe est diluee dans le tampon precedent a une 
concentration de 20 a 100 pg/ml. On depose 50 iil de cette solution 
dans le puits contenant la cible. 

La plaque de microtitration est alors incubee pendant un 
temps pouvant varier par exemple entre 30 et 120 minutes a la 
temperature choisie, par exemple 37''C ou moins longtemps si une 
faible sensibilite est requise. 

3. Lavage 

On effectue par exemple le lavage avec du tampon PBS IX 
. contenant 0,5 % Tween 20 (Merk 82 21 84). 
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4. Revelatio n enzymatiquie 

La revelation est effectuee avec le substrat correspondant 
a 1' enzyme utilisee. Par exemple, on peut aj outer de 1' orthophenylene 
diamine (OPD) dans le cas ou le marqueur est la peroxydase de raifort 
du paranitrophenylphosphate (PNPP) ou du methyl-5 umbelliferyl 
phosphate (MUP) dans le cas ou la marqueur est la phosphatase 
alcaline. 

Le temps de revelation du substrat est compris 
generalement entre I et 30 minutes apras quoi la rSaction est stoppee 
par addition de NaOH IN dans le cas de la phosphatase alcaline, ou de 
H^SO^ IN dans le cas de la peroxydase de raifort. 

On effectue la lecture sur un lecteur de niicroplaques', a 
A05 nm pour le PNPP» a 492 nm pour I'OPD et en fluorescence pour le 
MUP (excitation 3A0 nm, Emission 460 nm) . 

On revient ci-apres sur les stades d' incubation et de 
lavage consecutif qui constituent des fetapes-cles du proced6 
d'hybridation sandwich. Ces operations d' incubation et de lavage sont 
chacune effectu^es a une temperature constante comprise entre 20 et 
eO^'C, et de preference entre 25 et 40*^0. LVun des avantages 
essentiels de 1' utilisation de sondes courtes est de permettre la 
realisation de tests sandwich pour la detection de cibles differences 
en operant, pour ces diverses determinations, a une temperature 
unique predeterminee, qui sera de preference 37*^0 puisque tous les 
laboratoires d* analyses sont equipes d'appareils thermostatfis regies 
a cette temperature. 

On sait que les hybrides d'ADN ont une temperature de 
dissociation qui depend du nombre de bases hybridees (la temperature- 
augmentant avec la taille de I'hybride) et qui depend egalement de la 
nature des bases hybridees et, pour chaque base hybrid^e, de la 
naturie des bases adjacentes. 

La dissociation des hybrides se produit sur un intervalle 
de quelques et peut Stre facilement determinee en spectroscopie UV 
: en effet, la densite optique de I'hybride est inferieure a celle 
des sequences monobrin correspondantes. II est done possible de 
determiner dans chaque cas une temperature de demi-dissociation 
caracteristique de l*hybride etudie. 
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La connaissance de I'entropie et de I'enthalpie de 
reaction permet d'ailleurs de calculer (lol de Vant'Hoff) la 
temperature de deml -dissociation d'un hybride donne dans des 
conditions standards Cpar exetnple dans une solution de salinite 
correspondant a KaCl IM) en fonction de la concentration totale en 
acide nuclfeique dans la solution ; voir par exemple Breslauer K.J. et 
al. PNAS, 83. 3476 (1986); RYCHLIK W. et RHOADS R.E.. Nucl. Acid. 
Res. 17. 8543 (1989) ; et FREIER S.M. et al.. PNAS 83, 9373, 1986. 

En pratique. 11 est toujours possible de determiner 
experlmentalement la temperature de demi-dissodatlon de 1' hybride 
forme par une sonde donn^e avec la dble de sequence compl&nentalre, 
par de simples experiences de routine. 

La temperature d ' hybridation du protocole sandwich 
(temperature d* incubation et/ou temperature de lavage) devra 
evidemment etre choisie en- dessous de la temperature de 
demi-dissoclation, faute de quoi la cible ne s ' hybrlderalt pas avec 
la sonde de capture et/ou de detection et les resultats du test 
seraient errones. 

II est bien entendu que les considerations presentes sur 
la temperature de demi-dissociatlon concement 1' hybride le moins 
stable (c'est-a-dire celui ayant la temperature de demi-dissociatlon 
la plus basse) des deux hybrides que forme la cible avec d'une part 
la sonde de capture et d' autre part la sonde de detection. En effet, 
pour que le protocole sandwich pulsse fonctionner correctement . 11 
est evidemment necessalre dans le cas oii I'on recherche un resultat 
posltlf , que ces deux hybrides solent stables i la temperature a 
laquelle on opere. 

Une mutation ponctuelle entratnant un mesapparlement 
portent sur une seule palre de bases dans 1' hybride. entralne une 
modification, generalement un abalssement, de la teiiq>erature de 
deml-dlssoclatlon. 

Un avantage essentlel resultant de 1' utilisation de sondes 
courtes est qu'un tel mesappariement unique peut entrainer un 
abalssement relativement important de la temperature de 
demi-dissociatlon, de I'ordre de 2 a 4»C. Cela n'est pas le cas avec 
les sondes longues, ou un tel mesappariement unique n'entraine d'une 
tres faible variation de la temperature de demi-dissociatlon. 
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on a maintenant .decouvert qu*il est possible de tirer 
avantage de 1' utilisation de sondes courtes pour effectuer des 
determinations selon le protpcole sandwich a una temperature unique 
predeterminee, par example 37**C conme indique ci-dessus. 

Dans ce qui suit, on va raisonner a titre d'exemple sur le 
cas, generalement prefere, ou c'est la sonde capture qui donne avec 
la cible recherchee un hybride moins stable que I'hybride- cible-sonde 
de detection. Mais il est Evident que I'on peut aussi adopter un 
systeme ou inversement, c'est I'hybride sonde de detect ion-cible qui 
est le moins stable (il suffirait de remplacer alors dans ce qui suit 
1' expression "sonde de capture" par "sonde donnant avec la cible 
l*hybride le moins stable" pour adapter le raisonnement au cas le 
plus general) . 

II faut bien entendu operer avec une sonde de capture (et 
une sonde de detection) suffisamment longue pour que la temperature 
de demi-dissociation soit superieure a la temperature choisie. Si 
I'on veut r^aliser un test tres sensible (en particulier un test 
sensible h une seule mutation) , il conviendra d'utiliser une sonde de 
capture (et/ou une sonde de detection) ajustee, c'est-a-dire de 
longueur suffisamment courte et de sequence telle que la temperature 
de deml-dissoclation tie soit que tres peu superieure a la temperature 
d'hybridation predeterminee , I'ecart entre les deux temperatures 
etant par exemple de 1 a 3**C, car il convient. de travailler alors a 
la temperature maximum admissible pour eviter des hybridations 
non-specif iques qui seraient possibles en adoptant une temperature 
trop basse par rapport a la temperature de dissociation de I'hybride 
parfaitement complement aire. En fait, I'ecart de temperature 
admissible peut etre determine dans chaque cas par de simples 
experiences de routine. 

Dans le cas qui vient d'etre indique, a la temperature 
d' hybridation fixee, seule une cible parfaitement homologue de la 
sonde de capture restera fixee sur la sonde, tandls qu'une cible 
comportant une mutation ponctuelle dans la region complementaire de 
la sonde ne sera pas fixee. 

Dans la discussion precedente> on a surtout mis 1' accent 
sur le choix d'une sonde de capture qui est adaptee a la temperature 
d 'hybridation choisie principalement par des ajustements de la taille 
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de la sonde* Nais il est bien evident pour les specialistes qu'il est 
possible de jouer egalement sur le choix de la sequence de la sonde, 
puisque la temperature de demi-dissociation peut varier en fonction 
de la nature des bases impliquees dans la formation de I'hybride* II 
est egalement possible de jouer sur les conditions d* hybridation, et 
en partlculier sur la concentration saline de la solution 
d* incubation et/ou de la solution utilisee pour le lavage consecutif 
a 1' incubation. On sait en effet que 1' augmentation de la 
concentration saline entraxne une augmentation de la temperature de 
demi-dissociation. 

Dans la mise en oeuvre pratique du precede de 1' invention, 
lorqu'on utilise une sonde de capture et/ou des conditions 
d'hybridation adaptees a la temperature prSdeterminee choisie, on 
pourra operer de deux fagons. 

Selon un premier mode d* execution, on effectue l*etape 
d' incubation a ladite temperature prSdeterminee et on effectue le 
lavage a ladite temperature- ou a une temperature inferieure, Ce mode 
d' execution est rendu possible puisqu'a la temperature a laquelle on 
opere, seule une cible parfaitement homologue de la sonde de capture 
a pu s'hybrider, de sorte qu*il n'y a pas de risque de fixation d'une 
cible non parfaitement homologue, meme si on effectue le lavage a une 
temperature inferieure a la temperature d' incubation. 

Selon un second mode d' execution, on effectue I'etape 
d' incubation a une temperature inferieure a ladite temperature 
predeterminee et on effectue le lavage & ladite temperature 
predStermin£e. En effet, dans ce cas, .c*est la temperature de lavage 
qui sera discriminante, et tout hybride eventuellement formS, a la 
tenq>erature d* incubation, entre la sonde de capture et une cible non 
parfaitement homologue ne sera plus stable a la temperature de lavage 
et ne restera done pas fixe sur le support. 

Pour la detection d*une mutation ponctuelle, on peut 
operer de deux facons : 

- soit la sonde de capture contient la mutation 
complementaire de la mutation recherchee, auquel cas seule la cible 
mutee s'hybridera dans les conditions du test d'hybridation ; 
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- solt ia sonde de capture est parf aiteutent bomologue de 
la sequence complementaire de la cible non mutee, auquel cas seules 
les cibles non mutees s^hybrideront • 

Le precede de 1* invention est applicable notamment : 

- a la detection de I'ADN ou de I'ARN messager des virus, 
ou de I'ARN des retrovirus ; 

- a la determination de I'ADN, de I'ARN messager ou 
ribosomal et des hybrides ADN^-ARN des bact^rles, des parasites et 
des levures ; 

- et a la determination de I'ADN des vertebres, et en 
particulier chez I'homme pour effectoer le typage HLA ou pour 

de teeter des maladies genetiques (myopathie, diabete* mucoviscidose, 
etc...). 

Les exemples suivants. illustrent 1* invention sans 
toutefois la limiter. 

Dans ces exemples j on a represente les sequences 
nucleotiques, selon la convention usuelle, avec I'extremite 5' a 
gauche. 

L' invention a egalement pour objet I'utilisation des 
sondes decrites dans les exemples pour la detection de la cible 
indiquee. II faut bien comprendre que les sondes mentionnees dans les 
exemples doivent etre considerees comme des sequences minimum pouvant 
etre allongees (dans les limites indiquees de 30, 25 ou 20 
nucleotides au maximum) par adjonction de nucleotides suplementaires 
qui sont bien entendu choisis pour que la sonde soit homologue de la 
cible dont la sequence est ici supposSe connue. Les sondes 
mentionnees comme etant satisfaisantes dans les exemples permettent 
toutes d'operer a 37"C. 

Dans les exemples pour lesquels on donne deux sequences 
pour la sonde de capture (ou pour la sonde de detection) » cela 
signifie que I'on pent utiliser l^une des sondes ou les deux sondes. 
L* utilisation de deux sondes de capture et/ou de deux sondes de 
detection permet d'augmenter le signal lorsque les resultats ne sont 
pas satisf aisants avec une seule sonde. 

Les indications concernant les figures 1 et 2 annexees 
sont donn^es respectivement aux exemples- 10 et 15. 
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EXEMPLE 1 

Preparation du phosphoramidite-bras pour I'addition d'un bras NH2 en 5' 
d'un oligonucleotide. 

21.0 g (0.2 mole) d'amino-5 pentanol-1 (Aldrich 12304-8) sont dissous 
dans 90 ml de THF et I'on ajoute 5,3 g do Na2C03. Le melange est refroidi k 
- 5 C et Ton additionne goutte k goutte 14 g (0,067 mole) d'anhydrid© 
trifiuoroao6tique (Aldrich 10623-2) dissous dans 50 ml de THF en 1 h. 

Le melange est laiss§ 1 h sous agitation k temp6rature ambiante. Aprds 
filtration et evaporation du THF, le produit est distilie sous vide. La 
fraction Eq^s - 75-90« C est recueillie et purifi6e sur gel de silice par 
un melange CH2Ci2. MeOH 80 : 20. 

Le produit desire k un Rf da O.6.. Le irendement est de 66 %. 
0,7 g d'aminoalcool protege (3,48 10-3 mole) sont s6c.hes k la piridine (2 X 
3 ml) avec 3 ml de N-6thyldllsopropylamlne (13.92 lO^^ mole) et dissous 
dans 15 ml de CH2CI2. 1.65 g (6.96 10-3 mole) de 

cyano6thyl-2-N.N-dlisopropylchlorophosphoramidite (Aldrich 30230-9) 
sont addltionnes sous argon k temperature ambiante pendant 35 mh. On 
ajoute 0.2 ml de MeOH et aprSs 10 mn sous agitation, 30 ml d'ac6tate 
d'ethyle. La phase organique est lavee froid avec 2 fois 60 ml de Na2C03 
10 % puis 2 X 80 ml de NaCI sature,sechee sur Na2S04 puis evaporee k 
revaporateur rotatif. 

Le produit brut est purifie sur colonne de silice dans le melange acetate 
d;6thyle-CH2Cl2-NEt3 (45-45-10.) U fracUon recueillie (Rf - 0.75) est 
concentree k revaporateur rotatif et conservee sous argon. 

0(CH2)2CN 

CF3CNH(CH2)sOP^ 

H N-(CH(CH3)2)2 



EXEMPLE 2 

. Preparation d'un conjugu6 oligonucleotide ASB : 

L'oligonucieotide est synthetis6 sur un appareil automatique APPLIED 
381A en utilisant la chimie des phosphoramldltes. Le bras phosphoram- 
idite. dissout dans de I'acetonitrile anhydre k une concentration de 0 2 
Molaire, est plac6 en position X du synth6tiseur et I'addition du bras se 
fait selon le protocole standard en fin de synth6se. Aprfes deprotection une 
nuit k 55» C dans NH4OH 33 %, precipitation dans rethanol k ~ 20 " C, 
••oligonucleotide est sech6 sous vide et reprls dans 1 ml d'eau. 3 10-8 
mole d'oligonucieotide sont seches sous vide et repris dans 25 jii de 
tampon borate de sodium 0.1 M pH9.3. On additionne 500 jil d'une solution k 
30 mg/ml de DITC (Fiuka 78480) dans le DMF. Le melange est agite ^h 30 k 
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•temp6rature ambiante avant Taddition de 3 ml d'H20. Aprds extraction de 

la solution par te butanoi (3 x 3 ml), la phase aqueuse reslante (500 ^1) est 
s6ch6e sous vide puis reprise par 1.10'^ mole (6,6 mg) de BSA (Pierce 
30444) dans 200 \il de tampon borate. Apr6s une nult sous agitation ct 
temperature ambiante ie conjugud est purifid par ^change d'ions en GLMP 
sur une colonne AX300 (8ROWNLEE 4.6 X 100 mm) par un gradient de NaCI 
(Tableau 1). Le pic du conJuguS est dialysd centre de I'eau (2 X llitre) 
concentre sous vide , repris par 1 mi H2O et stocks & - 20" C. 



TABLEAU 1 



LONGUEUR 


OLIGONUCLEOTIDE 


Tr mln 


mM NaCI 


Ratio 
ollgo/ASB 


20 


5'-AACGCTACTACTATTAGTAG-3' 


11.96 (zm 


603 


1.0 


15 


S'-TTGCATTTAGAGCCW 


15,50 


395 


1,4 


13 


S'-TGCATTTAGAGCO^' 


15.47 am 


385 


1.1 


12 


P-GCATTTAGAGCM' 


14.49 MM) 


367 


1.6 


11 


ff-GCATTTAGAG&S* 


14.41 (Am 


365 


1.2 


9 


S'-CATTTAGAQ^^^ 


13.99 am 


356 


1.1 



* Tr » temps de retention en foncUon de ia concentration en NaCI 

* La gradient d*6lutton est de 10% ft 56% de tampon B en 25 minutes avec 
tampon A - 20 mM tampon phosphate de sodium, pH 7,00 

tampon B « tampon A contenant 2M (ou 1 M) NaCI 
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£XEMPLE 3 

Pr§paration d'un conjugu6 oligonucleotide p6roxydase de raifort. 
Selon I'exemple 2, roIigbnud6otide activ6 s6ch6 sous vide est repris par 
1 ^5 1 0" ' mole (5 mg de p§roxydase de raifort (Boehringer 41 3470) dans 
200 \ii de tampon borate. 

Le protocole de purification est identique : le conjuguS est stocks k - 20''c 
dans un tampon 50 mM tris HCl ph 7.0, 40 % glycerol 
Les rSsultats sont pr6sent6s dans le tableau2. 



Tableau 2 



TYPE 


SEQUENCE 5'-~> 3' 


Tr min 


mM NaCI 


Ratio ollgo/HRP 


im 


TGCCATAACCATGA6TS 


22.26 (1M) 


491 


1.1 


TEM 


ATAACACTGCGGCCAAC 


20.01 (1M) 


450 


1,0 


TEM 


GTrOGCCGCAGTOTTAT 


11.03 (2M) 


569 


1.5 


m 


CACTCATGGTTAT3GCA 


11.45 (2M) 


585 


1.3 


BGUJCURONDASE 


GATCGCQGTSTCAGTTCnr 


11.85 (2M) 


599 


1.5 


BGUJCUftONDASE 


nOCATQGGTnCTCACAGA 


11,83 (2M) 


600 


1.1 


BGLOBINE 


GTATCATQCCTCTTTGCACC 


11.57 (2M) 


590 


1.0 


BGLOBINE 


TTTCTGG6TTAAGGCAATAGC 


11.82 {2m 


600 


1.1 


RAS 


TTCCTCTGTGTAinPGCCAT 


22.99 (1M) 


505 


1,0 


RAS 




on B*7/4 III 

20,97(1 M| 


467 


1.1 


C. TRACHOMATIS 


AATCCTQGCTGAACCAAGCCT 


20.70 (IM) 


462 


1.0 


C.TRACH0MAT1S 


AAQSnrCQGOGGASATCCT 


19.30 (IM) 


437 


1.0 


HIV 1-2 GAG 


GAAGCTGCAGAATGGGA 


9,18 m 


501 


1.3 


HIVIENV 


AACAATTTGCTGAGGGCTAT 


25,19 (IM) 


545 


1.0 


H1V2ENV 


GQTCAAGAGACAACAAGAA 


9,19 {2M) 


501 


1.4 


HIV1P0L 


GOCIGTIGSIGQQC 


mm 


515 


1.0 


HUDR 


CXX3QQCGGTGAC(8aX3A3CIQGQQC 


12,31 (2M) 


616 


1.3 


HUDR 


6AACAGCCAGAA0GAC 


9,84 (2M) 


525 


1.0 


HIADQ 


GGCGGCCTCATGCCGAGTAC 


10.16 (2M) 


537 


1.1 


; HPV 6/11 


GACCCrGTAGGGnACATT 


10,20 (2M) 


539 


1.0 


HPV 6/11 


TGACCTGnGCTGTGGA 


9.91 (2M) 


528 


1.0 


. HPV 16 


CCGGACAGAGCCCATTAC 


11,33 (2M) 


580 


1.1 


HPV 16 


CTCTACXKnTCGSnGTGC 


11.65 (2M) 


592 


1.0 


HPV 18 


GTATTGCATrTAQAGCCOCA 


13.07 (2M) 


644 


1.1 


HPV 18 


TAAGGCAACATTGCAA6ACA 


11.16 (2M] 


574 


1.1 


alpha HPV 18 


ACCCCGAGATnAOGTTATGT 


10.80 (2M) 


560 


1.0 



» temps de retention (minutes) en Ibnction de la concentration saline (1 M ou 
s oondlttans de gradient sont Uentlques & ceUes ddcrites dans rexemple 2 
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.EXEMPLE4 

Preparation cTun conjugud oligonucl6otide-phosphatase alcaline. 
Selon I'exempie 2. foiigonuddotide activd sdchi§ sous vide est repris par 
5.7 10"® mole (8.0 mg) de phosphatase alcaline (Boehringer 567752) dans 
le tampon du fabricant 

Le protocole de purification est identique (Tableau 3). Le conjugud est 
stockd & 4<* C dans un tampon Tris HCI 30 mM. 1 M NaCi. i mM MgClg. 

pH8.0. 



TABLEAU 3 



TYPE ADN 


OLIGONUCLEOTIDE 


Tr min 


mM NaCI 


Ratio 
oligo/enzyme 


HPV18 


y-GTATTOCATrTAeAGCCCCA^ 


9.53 (2M) 


550 


1.6 


HPV18 


ff-TAAQGCMGATTGCSAAGACA^ 


13.04 (2M1 


660 


1.4 


HPV 18/33 


S'-GTCCAATQCCAGGTQGATGAS' 


10,10 (2M) 


572 


1.0 



* Tr « temps de retention (minutes) en fonction de la concentration saline 

* Les conditions de gradient sont ies m6mes que pour rexemple 2 



EXEMPLE5 

Detection d*une sequence d* actde nucldique par protocole sandwich, 
Dans une plaque de microtitration en polystyrene 
(Nunc 439454) est: deposee une solution 
de roligonuc!6otide 5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 6 1 ng/^ll (0,1 5tiM) 
dans du PBS 3X (0.45 M NaCI 0.15 M phosphate de sodium ph 7.0). 
La plaque est inoubde 2 h ^ 37" C. 

Apr&s 3 lavages par 300 ^1 de PBS Tween (0.1 5M NaCI. 0.05M phosphate de 
sodium, pH7.0 . PBS Tween 20 (MERCK 8221 84)) 50 de la s^uence 
(S'-AAGGTCAACCGGAATTTCATTTTGGGGCTCTAAATGCAATACAATGTC^^ 
ATGTTGCCTTA-3') k diff6rentes concentrations de 100 pg/^il (5nM) h 
0,01pg/ul (0.5 pM) dans du tampon PBS saumon (PBS3X + ADN de sperme de 
. saumon 1 0 ug/ml (Sigma D91 56)) sont ajoutSs dans les puits suivi de 50 
^i d*une solution du conjugud otigonucldotide-pdroxydase k la 
concentration de 0.1 ng/^ (15nM) en oligonucleotide dans un tampon PBS 
cheval (PBS3X + 10 % s6rum de cheval (BioM6rieux 65842)). 
La plaque est incubSe 1 h 37*" C et Iav6e par 3 X 300 p.1 de PBS Tween 
1 00 ^1 de substrat OPD (ortho-phenylenediamine Cambridge Medical 
Biotechnology ref/456 ) dans un tampon OPD (0.05 M acide citrique. 0.1 M 
Na2HP04^ pH 4,93) k la concentration de 4 mg/ml auquel on ajoute 

extemporan^ment H2O2 k 30 volumes au 1/1000 sont ajoutds par puits. 

Aprds 20minde r6action l*activit§ enzymatique est bloqu6e par 100 ^il 
d*H2S04 1 N et la lecture est effectu^e sur Axiia Microreader (BioM^rieux) k 
492 nm. 

Sensibilit6 (Tableau 4) : 
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Tableau 4 





cible (pg) 




5000 


1000 


500 


100 1 50 


2 


0.1 


0 


tvaleur D.O. 


> 2.5 


1.007 


0.559 


0.136 1 0,067 


0,028 


0.006 


0.005 



D.O. = densite optique. 

La limite de d6tection est de 2 pg do cible soit 1 0"^ mole. 
Le systdme est parfaitement spdcifique puisque le puits contenant TADN 
de saumon, qui est sous forme simple brin, n*est pas detects (puits & 0 
pg/^il de cible). 

EXEMPLE 6 

Ainsi qu'il Ta 6t6 montr6 pour ran6mle falciforme ou pour les oncogenes 
(dans Human Genetic diseases, a practical approach. K.E. DAVIES ed. IRL 
press. 1986). les mutations ponctuelles, k des positions specif iques sur un 
g&ne. sent responsabtes de maladies g6n6tiques et peuvent Stre ddtect^es 
par hybridation de FADN gdnomique avec des sondes nucl^iques. Dans 
certaines conditions, un mdsappariement d'une base peut dSstabiliser un 
hybride ADN*oligonucl6otide. Ainsi. WALI-ACE R.B. etcoll. (Nucl. Acid. Res.. 
S, 3543, 1979) ddtecte une mutation am-3 (A-C pour le gene mut§ k ia 
place de C-G pour le g&ne normal) sur le g6ne du bacteriophage OX174 par 
un systdme d'hybridation directe par filtre. 
Des travaux ultSrieurs ont montrd que les mutations n*dtaient pas 
^uivalentes du point de vue de la ddstabilisation tfun hybride. 
Alnsl. F. ABOUBELA et coll. (Nucl, Acid. Res., la, 481 1 , 1 985) trouvent que 
les m6sappariements contenant une Guanine (GT-GG-GA) sont moins 
dSstabinsants que les mdsappariements contenant une Cytosine (CA-CC) 
ou un m6sapparlement entre 2 pyrimidines (TT-CC-TC). 
S. IKUTA et coll. (Nucl. Acid. Res., IS, 797. 1987) montrent que les 
m6sappariements GT, GA sont moins d§stabilisants que AA, TT, CT. CA. 



L*exemple d^crit Ici pr6sente une mdthode de detection d'un ADN 
parfaitement homoiogue par un protocole sandwich k 37® C. Les 
oligonucleotides de capture sont fixds passivement sur la plaque . 
Les 5 cibtes choisies sont dSorites dans id tableau 5. 

TABLEAU 5 

3nATTCCGnrTGTAACX3nXnX^^ X 

S-ATrCCGTTCTAACGTTtnXSTA^^ XGT 

?nATTCXX3rrGTAAC5GTTCTGTAACATAAC^ XAA 

3rnATrCXXnTGTAACQTTCTGTMCATAA^ XTT 

3'-ATTCCGTTCTAACGTrCTGTAACATMCGTAMW XAG 



4 mutations d!ff6rentes ont et6 introduites dans 4 sequences cibles qui 
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.different de la s6quence X par 1 seule mutation. 
Les mutations sont situ6es dans la zone 32 k 35 de la cible. Les 4 
m6sappariements sontde type GT (XGT). AA (XAA). TT (XTT). et AG (XAG). 
et on retrouve 2 m6sapparlements GT et AG qui sont les moins 
dSstabiiisants pour un hybride. 

La sonde de detection D1 5'-TAAGGCAACATTGCAAGACA-3' est 
compI§mentalrede la region 1-20 de la cible er. est conmune pour i:out:es 
les cibles. Elle est nnarqude k rextr6nnit6 5' avec la p§roxydase selon 
I'exemple 3. 

La sp6cificit6 du syst§me est amen6e par les oligonucl6otides de capture 
(Tableau 6). 



Tableau 6 





OLIGONUCLEOTIDE 


Tm 1,00E-0 9 M 
»C 


Tm 1,00E-0B M 
•0 


eaoture CIS 


S*-TTGCATTTAGA<3CCC-3' 


59.4 


63. B 


eaoture Ci3 


ff-TGOATTTAGAGCC-S' 


49.2 


54.2 


CBDture CI 2 


S'-GCATTTAGAGCO^' 


43.7 


48.8 


caDiura C11 


S'-GCATTTAGAGC-S' 


34.3 


39.8 


eaoture C9 


S'-CATTTAGAQ-3' 


7.7 


14.1 



Le Tm est calculd dans les conditions d'hybridation, tfest k dire $00 mM en set pour les 2 
concentrations de dble 10*8 et lO'S molalre. 



Les 5 oligonucI§6tides possfedent en 5* un bras C5NH2 pour permettre I© 
couplage covaient sur ralbumine de s§rum de boeuf (CI 5. C13, C12 , C11 , 
C9). 

Sauf indications contraires. le protocold sandwich est identique k ceiui 
ddcrit dans I'exemple 5. 

La clble estd§pos§e k 10'^ mole/l soil 20 pg/^ll (Tableau 7) ou 10"^ 
mole/1 soit 200 pg/\i\ (Tableau 8). 



. Tableau 7 





CIBLE (1,00E-09 M) 


X 


XGT 


XAA 


XTT 


XAG 


C 15 


2.390 


0.667 


0,061 


0.137 


0.234 


013 


0.405 


0.030 


0.005 


0.008 


0.018 


012 


0,271 


0.015 


0.003 


0.005 


0.007 


Oil 


0.100 


0.004 


0.004 


0.005 


0.005 


09 


0.005 


0.004 


0.005 


0.005 


0.005 




vaieur de D.O. d 492 nm 



Tableau 8 





CIBLE (1,00E-08 M) 


X 


XGT 


XAA 


XTT 


XAG 


C 15 


> 2.5 


> 2.5 


0.211 


0.973 


1.328 


CI 3 


2.320 


0.198 


0.010 


0.060 


0.081 


012 


1.500 


0.095 


0.005 


0.028 


0.032 


Oil 


0.610 


0.014 


0.003 

^ f\ n 


0,014 


0,008 
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Li'hybride form§ avec la clble contenant un m^sappariement 
de type GT est le moins destabilise done le plus difficile 6 d6tecter. 
Le ratio signal X/slgnal XGTpeutdoncservlrde r6f6rence pour mesurer 
les performances du syst^me (Tableau 9) : 



Tableau 9 





RATIO X/XGT 




1 .OOE-08 


1.00E-09 


C 15 




4 


C13 


1 2 


1 4 


C12 


1 6 


1 8 


C11 


44 


25 


C9 







L'oUgonucl6otide de capture CI 2 permet de d6tecter un m6sappariement 
quelconque sur la s6quence tfacide nucldique en conservant pour tous les 
nn§sapparlements un signal lnf§rleur ^ 0.100 pour les 2 concentrations et 
un ratio X^GT>10. 



EXEMPLE 7 

M6thode de dfitectlon d^un ADN parfaitement homologue k 37*0 Les 
oligonucleotides de capture sont couplds k V ASB et flx6s passivement sur 
la plaque. 

Le protocole sandwich est identique k celui de I'exemple 5 
Les oligonucleotides de capture sont couples k I'ASB selon Texemple 2 ' 
La sonde de detection est la m§me que pour I'exemple 6 
Les resultats sont present6s dans les Tableaux 10,11 et 12. 
. Tableau 10 



XGT 



CIBLE (1r00E-08 M) 



XAA 



XTT 



XAG 



> 2.5 



0.330 



_1.445 



CI 3 
CI 2 



> 2.S 



C11 
C9 



2.319 



0.394 



0.763 



0,241 
0.025 



0.025 
0.016 



0.078 



0^044 



2.139 
0.092 



0.006 



0.007 



0.056 



0.010 



0.007 



0.005 



valeur de P.O. & 492 nm 



0.007 



0.009 
0.006 



Tableau 11 
CIBLE 
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Tableau 12 





RATIO X/XGT 


1 ,00E-08 


1.00E-09 


C 15 




2 


C13 


>6 


7 


CI 2 


1 0 


10 


C11 


31 


1 9 


C9 







L'oKgonuclSotide de capture C1 1 coupid k I'ASB permet de d6tecter un 
mSsappariement quelconque sur la s^uence d'acide nucl§ique en 
conservant pour tous les m6sappariements un signal inf^rieur k 0,100 aux 
2 concantrations et un ratio X/XGT > 10. 



EXEMPLE 8 

M6thode de detection d'un ADN parfaitement homologue k diff6rentes 
temperatures . 

Le protocole de detection est le mSme que pour rexemple 7. 
L'ollgonucreotrde de capture C1 1 est couplfi k TASB etfix6 passivement 
sur la plaque. La concentration de la cible est constante et fix6e k 10"^ 



molaire. La temperature d'hybridation est variable (Tableau 13). 
Tableau 13 



TEMPERATURE "C 


X 


XGT 


X/XGT 


22 


0.155 


0.007 


22 


30 


0.313 


0.024 


13 


37 


0.229 


0.009 


25 


45 


0,321 


0,013 


25 


50 


0.052 


0.010 


5 



EXEMPLE 9 

Methode de detection d'un ADN par^tement homologue k differentes 
temperatures. 

Le protocole de detection est le mSme que pour rexemple 7. 
^oligonucleotide de capture CI 3 est fixe passivement sur la plaque 
directement. lA concentration de la cble est constante et fix6e k 1 0"^ 
molaire. La temperature hybridation est varjable (Tableau 14). 



Tableau 14 



TEMPERATURE «C 


X 


XGT 


X/XGT 


22 


> 2.5 


0.343 


>7 


30 


2.028 


0.337 


6 


37 


2.281 


0.227 


10 


45 


1.458 


0.134 


1 1 


50 


0.653 


0.017 


38 



EXEMPLE 10 

Detection sp6cifique de la sequence ADN ou ARN correspondant au gfene de 
la p lactamase de E. coli (Tern). 



wo 91/19812 



PCT/FR91/00468 



' - 22 - 

Dans lo cas oil la sequence a d6tecter correspond de I'ARN nr>essager, 
celul-ci est obtenu soil ^ partir d'une purification spScifique d'ARN 
(MANIATIS etcoll. dans Molecular Cloning, a laboratory Manual. New York. 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1982), soit&partird'unelysedirectedes 
bact§ries apr6s addition de soude (0,2 M fmal) sur le cuiot bactdrien. 
L© syst&me do detection utilis6 est compl6mentaire du brin ARN messager 
correspondant au g6ne Tern. 

Ce syst&me se compose de 2 oligonucltotides da capture. L'adsorption 
passive est effectu6e k une concentration totale de 0.15 \iM utilisd comme 
d6crit dans I'exemple 5 . 

La detection est effectuSe par rutilisation de 2 oligonucteotides marqu6s 

par la peroxydase {k ia concentration totale de 15 nM). 

Les sequences des oligonucliotides utilises sont les sulvantes : 

CAPTURE 1 - 5'-GCACTGCATAATTCTT-3' 
CAPTURE 2 - S'-TACTGTCATQCCATCC-3' 

DETECTION 1 - S'-GTTGGCCGCAGTGTTAT-S' 
DETECTION 2 - 5'-CACTCATGGTTATGGCA-3' 
Detection sur ARN non amplifl6, purifi6 (Tableau 15): 



Tableau 15 



ARN PURIFIE 


Vaieur O.O. 


10 UQ ARN sp6dfiaue 


0.100 


1 ua ARN SDddflaud 


0.014 


10 uo ARN non SDdcifiaua 


0.006 



D6tection sur ARN de colonies non purifid (Tableau 16): 



Tableau 16 


NOMBRE DE COLONIES 


vaieur D.O. 


l,00E-i>08 colonies so^cffiaues 


0.150 


1,00E4.07 colonies sodcifiaues 


0.045 


1,00E*f06 colonies SDdclflaues 


0.004 


ltOOE^-05 colonies spScIflaues 


0.001 


1.00E4-OB colonies non sodclfiaues 


0.001 



La limite de d§tecf on du systftme sur ARN. sans amplification, est de 1 ug 
d'ARN total purifid et de 1 o6 - 1 ©7 colonies bact6riennes. 

Dans le cas od ia sequence k d6tecter correspond k de I'ADN non amplifid 

(plasmide pBR 322, contenant le ghne de la p lactamase). 

Dans ce cas. la detection est effectu6e dlrectement sur PADN d6natur§ 

aprds ies conditions d6crites pr§c6demment. 

Le systdme de detection utilise est le suivant : 

CAPTURE 1 - 5'-GGATGGCATGACAGTA-3' 
CAPTURE 2 = 5*-AGAGAATTATGCAGTGC-3' 
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DETECTION 1 - 5'-TGCCATAACCATGAGTG-3' 
DETECTION 2 - 5'-ATAACACTGCGGCCAAC-3' 

Les r§suitats sont ies suivants (Tableau 17) : 



Tableau 17 



ADN PBR322 


vateur D.O. 


1 ua 


0.130 


0.1 ua 


0.012 


0.01 UQ 


0.002 


10 UQ ADN saumon 


0.002 



La sensibilit6 sur ADN non amplifi6 est de 0,1 \ig, c'est k dire 3,48.10*^* 
mole correspondant a 2.1 0'' ^ mo!6cules vriares. 

Dans le cas oD I'ADN ^ d6tecter correspond & de I'ADN amplifl§ par reaction 
en chaine utitisant une polymerase, les oligonucleotides utilises pour 
Tamplification sont les suivants : 

AMORCE 1 « 5'-ATCAGCAATAACCAGC-3' 
AMORCE 2 « 5*-CCCCGAAGAACGTTTTC-3* 

UADN k d6tecler est d6natur§ par le protooole pr6c6demment cit6. La 
detection se fait en ufilisant un des deu)c systdmes dScrits dans cet 
exempie. 

La figure 1 montre les resultats obtenus avec en 
abscisses la quantite d'ADM ( ng) et en ordonnee la 
densite optique. 

La senslbillte est de I'ordre de 1 ng tfADN obtenu aprds 
amptiftcatton en considerant ctiie la quantitd d'ADN total gendrde aprds 
amplification est de Tordre de 2.0 fig. 

Pour un fragment amplifie de 560 paires de bases, le seull de dStecbon 
est done de I'ordre de 2,94.1 0"^^ ^rioie soit 1.7 10^ molecules vraies. 
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EXEMPLE 11 

Detection de la sequence correspondant au g&ne E7 du papiilomavirus 
humain type 6. 

Dans le cas oD la sequence k d6tecter est de I'ADN amplifi6, les sequences 
utilis4es sont les sulvantes : 

AMORCE 1 - 5'-TACACTGCTGGACAACATGC-3' 
AMORCE 2 - 5'-GTGCGCAGATGGGACACAC-3' 

L'ADN amplifig ou non peut dtre ddtect^ par le syst^me suivant (detection 
brin-) 

CAPTURE 1 » 5'-CAGTGTACAGAAACA-3' 
CAPTURE 2 - 5'-GAGTGCACAGACGGA-3' 

DETECTION 1« 5'-GACCCTGTAGGGTTACATT-3' 
DETECTION 2 - 5*-TGACCTGTTGCTGTGGA-3" 

EXEMPLE 12 

Detection de la sequence ADN correspondant au gdne E7 du papillomavirus 
humain type 11. 

Dans le cas oCi la sequence k dStecter est de I'ADN amplifid, les sequences 
ubTis6es sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-TACACTGCTGGACAACATGC-3' 
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AMORCE 2 - 5'-GTGCGCAGATGGGACACAC-3' 

L'ADN ampim6 ou non peut etre d6tect6 par le systdme suivant (Detection 
brin-). 

CAPTURE 1 - 5*-GAGTGCACAGACGGA-3* 
CAPTURE 2 - 5'-CAACTACAAGACCTTTTGG.3' 

DETECTION 1 - 5'-GACCCTGTAGGGTTACATT-3' 
DETECTION 2 - 5'-TGACCT(3TTGCTGTGGA-3' 

EXEMPLE 13 

D6tection de lasSquence ADN correspondant aux gfenes E7 des. 
papillomavirus humains type 6 et 1 1 . 

Dans le cas oD la s6quence & d6tecter est de rADN amplifi6. les sequences 
utllis^es sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-TACACTGCTGGACAACATGC-3' 
AMORCE 2 - 5'-GTGCGCAGATG<3GACACAC-3' 

L'ADN ampnfi6 ou non peut Stre d6tect6 par le systSme suivant (D6tection 
. brin -). 

CAPTURE 1 - ff-AQACAGCTCAGAAGATGAGG-S' 
CAPTURE 2 - 5'-CAGCAACGT(T/C)CGACTGGTTG-3' 

DETECTION 1 » 5'-GACCCTGTAGGGTTACATT-3* 
DETECTION 2 « 5'-TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 

EXEMPLE 14 

Detection de la sequence ADN con-espondant au g6ne E7 du papillomavirus 
humaintype 16. 

Dans le cas ou la sequence St ddtecter est de I'ADN amplifid, les sequences 
utilisdes sont les suivantes : 

AMORCE 1 = 5'-CCCAGCTGTAATCATGCATGGAGA-3' 
AMORCE 2 - 5'-GTGTGCCCATTAACAGGTCTTCCA-3' 

L'ADN amplifl6 ou non peut 6tre d6tect6 par le systdme suivant (Detection 
brin-). 

CAPTURE 1 = 5'-TATATGTTAGATTTGCAACC-3' 
CAPTURE 2 = 5'-GACAACTGATCTCTAC-3' 
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DETECTION 2 - 5'-CTCTACGCTTCGGTTGTGC-3' 



EXEMPLE15 

Detection de ia sequence ADN correspondant au ghne E7 du papillomavirus 
humaintype18. 

Dans 1e cas oCt la s§quence k ddtecter est de I'ADN amplifid, les sequences 
utilis6es sont les sulvantes : 

AMORCE 1 -S^-CGACAGGAACGACTCCAACG-S' 
AMORCE 2 - 5'-GCTGGTAAATGTTGATGATTAACT.3' 

L'ADN amplifid ou non peutitre ddtectd par le systdme suivant (Detection 
brin-). 

CAPTURE 1 - 5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 
CAPTURE 2 - 5'-ATGTCACGAGCAATTAAGCG-3' 

DETECTION 1 - S'-GTATTQCATTTAGAGCCCCA-S' 
DETECTION 2 - S-TAAGGCAACATTGCAAGACA-y 

L'ADN k ddteoter est d^naturd par le protocpie pr6c6demment cit§. 

La figure 2 repr£sent;e les resuleats obtLenus, avec 
en abscisses la quant:ite d'ADN, et en ordonnees la 
densite optique (on voit sur la figure 2 que seul 
I'HPVIS est det:ect€), I'HPV 16 ne 1* est pas. 

La sensibility est de I'ordre da 1 ng d'ADN. 
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EXEMPLE16 

Systeme de d6tection de papillomavirus humain de type 6. 1 1 , 1 6 et 1 8. 

L'exemple d6crit la detection de chaque type apr^s une amplification non 

spScifique; par reaction en chaine utillsant une polymerase. 

Ceile ci est effectude avec un melange dd tous ies oligonucleotides d^crits 

dans Ies exemples 11 , 12, 13, 14 et 15. 

Chaque oligonucleotide est utilise k une concentration de 0,3 ^M. 

La capture se fait en utilisant I'ensemble des oligonucleotides de capture 

decrits dans Ies exemples 11, 12, 13, 14 et 15 (adsorption passive, 

protocole decrit exemple 5). 

La detection set fait spepifiquement en utillsant i'un des couples 
d'oligonucieotides marques k la peroxydase decrit dans Ies exemples 11, 
12.13, 14 et 15. 

Les resultats et specificite obtenus sont Ies suivants sans le cas oD la 
detection est effectuee sur le 1/100® du produitde rampllHcation. 
(Tableau 18) 



Tableau 18 





SYSTEME DE DETECTION 


ADN AMPLIFIE 


HPV18 


HPV16 


HPV6/1 1 


HPV6 


0.001 


0.004 


1,100 


HPV16 


0.002 


0.840 


0.008 


HPV18 


0.600 


0.028 


0,002 


HPV6+16 


0,001 


0.846 


0,480 


HPV6+16+18 


0.540 


0.821 


0,320 


HPV6+18 


0.580 


0.020 


0.687 


HPV16+18 


0.516 


0,740 


0.007 


HPV2 non speclflque 


0,001 


0.018 


0.002 


Eau : Mmoln non sp4elfiqu» 


0.001 


0.014 


0.001 



EXEMPLE 17 

Detection de la sequence ADN ccrrespondant au gene de ia proteine 
majeure de la membrane externe (MOMP) de Chlamydia Trachomatis. 
Dans le cas ou ia sequence k detector est de I' ADN amplifie. les sequences 
utiiisees sont ies suivantes : 



AMORCE D'AMPLIFICATION 1 - 5'-CACCATAGTAACCCATACGC-3' 
AMORCE D'AMPLIFICATION 2 » 5'-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCC-3' 
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brin - ). 

CAPTURE 1 = 5'-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCC-3' 
CAPTURE 2 - 5"-CTTGCAAGCTCTGCCTGTGG-3' 

DETECTION 1 - 5'-AATCCTGGCTGAACCAAGCCT-3' 
DETECTION 2 - 5'-AAGGTTTCGGCGGAGATCCT-3' 



EXEMPLE 18 

Detection de la sequence ADN correspondant & la r^ion gag du retrovirus 
HIV1. 

Oans le cas oCi la sequence k detector est de I'ADN amplifi§. les sequences 
ut'iis6es sont les sulvantes : 

AMORCE 1 -5'-GGACATCAAGCAGCCATGC-3' 
AMORCE 2 - 5'-CTAGTAGTTCCTGCTATGTC-3' 

L'ADN amplifie ou non peut dtre d§tect6 par le systdme suivant 

CAPTURE 1 - ff-AATGTTAAAAGAGAC-S* 

DETECTION 1- 5'-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 
EXEMPLE 19 

Odtection de la sequence ADN correspondsuit k la r^ion gag du retrovirus 
HIV 2. 

Dans le cas oD la sequence k ddtecter est de PADN amplifid. les sequences 
utilis6es sont les suivantes : 

AMORCE 1 « 5'-GACCATCAAGCAGCCATGC-3' 
AMORCE 2 - 5'-CTTGTTGTCCCTGCTATGTC-3' 

L'ADN ampllfie ou non peut dtre ddtectS par le systdme suivant 

CAPTURE 1 « S'-CTTACCAGCGGGGCAGC-3* 

DETECTION 1 - 5*-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 



EXEMPLE 20 

Detection de la sequence ADN correspondant k la region env du retrovirus 
HIV 1 . 

Dans le cas oQ la sequence k detecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utilis6es sont les suivantes : 

AMORCE 1 - 5'-CAGGAAGCACTATGGGCGC-3' 
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AMORCE 2 - $'-GCTGCTTGATGCCCCAGAC-3' 

L'ADN amplifi6 ou non peut Stre d6tect6 par le systdme suivant 

CAPTURE 1 - 5'-TGTCTGGTATAGTGCA-3' 

DETECTION 1» 5'-AACAATTTGCTGAGGGCTAT-3' 



EXEMPLE 21 

DStiaction de la sequence ADN correspondant k la region env du retrovirus 
HIV 2. 

Dans le cas oCr la sequence k dStecter est de I'ADN amplifi^. ies sequences, 
utilis^es sont les sutvantes : 

AMORCE 1 » 5'-CAGGCAGTTCTGCAATGGG-3' 
AMORCE 2 - 5'-GGI 1 1 I i CGTTCCCCAGACG-3' 

L'ADN amptifie ou non peut Stre ddtectd par le syst^me suivant 
CAPTURE 1 - S^-GCAACAGCAACAGCTGTTGGA-3' 

DETECTION 1- ff-GGTCAAGAGACAACAAGAA-S* 
EXEMPLE 22 

D^ecSon de la sequence ADN correspondant k la region pol du retrovirus . 
HIV 1. 

Dans le cas o& la sequence dStecter est de I'ADN amplifie, les sequences 
utitisees sont les sulvantes : 

AMORCE 1 - 5'-ATTAGCAGQAAGATGGCCAG-3' 
AMORCE 2 - 5'-CTGCCATTTGTACTGCTGGTC-3' 

L'ADN amplifie ou non peut dfre d§tecte par le systdme suivant 

CAPTURE 1 - 5'-GACAATGGCAGCAATTTCACC-3' 
DETECTION 1-5'-GCCTGTTGGTGGGC-3' 



EXEMPLE 23 

DetecHon de la sequence ADN correspondant au gdne de la region 3 
glucuronidase de E coli. 

Dans le cas ou la sequence & detecter est de I'ADN ampiifie. ies sequences 
utilisees sont les sulvantes : 



AMORCE 1 - 5'-CAATACGCTCGAACGACGT-3' 
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L'ADN amplifl6 ou non peut Stre d6tect6 par le systdme suivant (detection 
brin -) 

CAPTURE 1 - 5'-TGGCTTCTGTCAACGCTGTT-3* 
CAPTURE 2 - 5'-ATGCGATCTATATCACGCTG-3' 

DETECTION 1- 5'-GATCGCGGTGTCAGTTCTTT-3' 
DETECTION 2 - 5'-TTCCATGGGTTTCTCACAGA-3' 



EXEMPLE 24 

D§tection de la sequence ADN correspondant au gdne de la r^ion p globine 
humaine. 

Dans le cas oCi.la sequence k d6tecter est de I'ADN amp!ifi6. les sequences 
utilisSes sont les sulvantes : 

. AMORCE 1 - 5'-GACTCAGAATAATCCAGCCT-3' 
AMORCE 2 . 5'-TGTTTACGCAGTCTGCCTAG-3' 

L'ADN amplifid ou non peut dtre d6tec» par le syst6me suivant (detection 
brin -) 

CAPTURE 1 - S-.TGnTACGCAGTCTGCCTAG-S' 
CAPTURE 2 • 5'-CACATATTGACCAAATCAGG-3' 

DETECTION 1- S'-GTATCATGCCTCTTTGCACC-S' 
DETECTION 2 - 5'-TTTCTGGGTTAAGGCAATAGC-3' 



EXEMPLE 25 

Detection de la sequence ADN correspondant k Toncogdne ras 

Dans le cas oO la sequence k d6tecter est de PADN amp!ifi6. tes sequences 

utilis6es sont les sulvantes: "^uwiw** 

AMORCE 1 - 5'-TGTTATGATGGTGAAACCTG.3' 
AMORCE 2 - 5'-CTGTAGAGGTTAATATCCGCAAA-3' 

L'ADN amplifi6 ou non peut fitre d6tect6 par le systSme suivant (dStection 

brin -), 

CAPTURE 1 = 5'-eAGTGCCATGAGAGACCAAT-3' 
CAPTURE 2 - 5'-CGACGCAGCCATGGTCGATGC -3' 
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DETECTION 1 - 5'-TTCCTCTGTGTATTTGCCAT-3' 
DETECTION 2 = 5'-ACATGAGGACAGGCGAAGGC-3* 



EXEMPLE 26 

Utilisation d'alphaoligonucl^otide marqud k la pSroxydase en detection. 
Protocole selon rexemple 5. 

Ciblie : 

5'-TCATCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTTAATTGCTCGTGACATAGAAGGTCAACCG 
GAATTTCATTTTGGQGCTCTAAATGCAATACAATGTCTTGCAATG TTGCCTTA -3' 

* 

Capture : 5'-TCAGAGGAAGAAAACGATGA-3* 

La sonde de detection utilis6e est I'alpha oligonucleotide 5*-ACCCCGAGATT 
TAGGTTATGT-3' greff6 k la peroxydase de raifort selon I'exemple 3, 
La limite de d6tection estde 5 pg de cible soit 5.10'''7 niole (Tableau 19). 



Tableau 19 





cible (pg) 




5000 


500 I 50 


5 


0,5 


0 


I valeur D.O. 


> 23 


0.622 1 0,073 


0.025 


0.008 


0.007 



EXEMPLE 27 

Phosphatase alcaline comma enzyme de detection en colorimdtrie. 
Protocole selon I'exemple 5 : 

La sonde de detection 5'-TAAGGCAACATTGCAAGACA-3' est coupl6e k la 
phosphatase alcaline selon i'exemple 4. 

100 nl de substrat PNPP (Sigma 104-0) a la concentration de 2 mg/ml 
(dans un tampon di§thanolamine1,29 M; |y(lgS04 0,56 mM; NaN^ 0,38 mM; HCI 
0,012 N; pH 9,8) sont ajout^s par puits. Aprds 20 mn de reaction, I'activitd 
enzymatique.est bloqu§e par 100 m^I de NaOH 1 N et la lecture est effectu6e 
sur Axiamicroreader (BioMSrieux) k 402 nm. 
Capture : 5'-TGAGAGGAAGAAAACGAT(3A-3' 

Cible : plasmlde pBR322 contenant le gdne du PVH de type 18 §i 20 |ig/ml 



Tableau 20 







dilution 


de la cible 




100 


500 


1000 


2000 


5000 I bianc 


Ivaleur D.O. 


0.505 


0.086 


0.054 


0.029 


0.008 i 0.008 



La. limite de d6tection est le 1/2000 de la cible (Tableau 20), c'est k dire 
de I'ordre de 500 pg soit 1 .8 1 0-1 6 mole. 
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EXEMPLE 28 

Phosphatase alcaline comme enzyme de d6tection en fluorescence 

Le protocole est le m§me que pour fexemple 27 mais I'on rajoute comme 

!nSt! 1°° ^ ""^""^'"^ umbelliferyl phosphate (MUP. Boehringer ref. • 

405663) dans un tampon glycIne-NaOH 100 mM. MgCIa 1 mM. ZnClg 0,1 mM 

NaNg 0.5 g/1. pH 10.3 . k la concentration de 80 jig/ml. 

La reaction est bIoqu6e apr&s 20 minutes par 100 jil de KH2PO4 0.5M pH 

nm^(^abteau 2?r '"^ (excltaUon 340 nm. Emission 460 



unites fluorescence 



Tableau 21 







dilution 


de la cible 




100 

643 


1 500 
1 167 


1 1000 1 
1 94 1 


2000 
82 


5000 
66 


blanc 
47 



EXEMPLE 29 

Detrectrlon du virus HIV 1 
a) Region HEP 

Pour 1' amplification, on utilise les sequences 



AMORCE 1 


5'-CATTGGTCTTAAAGGTACCTG-3' 




AMORCE 2 


5'-AAGATGGGTGGCAAITGGTC-3' 


Les sondes de captnire et de detection sont les sulvantes : 


CAPTURE 


5-GAGGAGGTrGGTTTTCCAGTCA-3' 






DETECTION 


5'-GGATGGCCTICTITAAGGGAAAfiAAT<^.r 


b) ReKlon VPR 

Pour 1' amplification, on utilise les sequences sulvantes ' s 


AMORCE 1 


5'-TGGAACAAGCCCCAGIAGACC<3* 1 


AMORCE 2 


5*-TGCTATGTIGACACCCAATTCTG-3' | 
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Les sondes de capture et de detection sont les suivantes s 



CAPTURE 


5'-TATGAAACTTATGGGGATAC-3' 






DETECTION 


5'-GAAGCTGTTAGACATnTCCTAG-3' 



c) Region POL 

Les sondes de capture et de detection sont les suivantes z 



CAPTURE 


5'-TGAACAAGTAGATAAATTAG-3' 






DETECTION 


5'-GGAATCAGlAAAGTACTATT-3* 
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REVEND I CATI ONS 

1. Precede de detection d*une sequence nucleotidique 
simple brin dans un echantillon la con tenant ou susceptible de la 
contenir» selon la technique d* hybridation sandwich comport ant une 
etape d' incubation de 1* Echantillon avec une sonde de capture fixee 
de facon passive sur un support solide et une sonde de detection 
marquee avec un marqueur non radioactif , les sondes de capture et de 
detection etant capables d' hybridation, respectivement , avec deux 
regions non chevauchantes de la sequence nucleotidique-cible 
recherchee, et 1' etape d* incubation etant suivie d*une etape de 
lavage pour Eliminer les reactifs non fixes par hybridation, 
caracterise par le fait que la sonde de capture, contenant de 9 a 30 
nucleotides, est fix&e de fagon passive sur un support solide en 
materiau hydrophobe. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par le 
fait que ledit materiau hydrophobe est un polymere hydrophobe. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise par le 
fait que ledit polymere est un polymere ou copolymere de styrene. 

U . Procede selon la revendication 1 , caracterise par le 
fait que la sonde de capture contient de 9 a 25, et en particulier de 
9 a 20 nucleotides. 

5. Procede selon l*une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que I'on opere a une temperature 

. pre-determinee, et que l*on choisit des sondes de capture et de 
detection de taille suf fisamment longue et de sequence telle que 
l*hybride que chaque. sonde forme avec la cible recherchee soit stable 
a ladite temperature, dans les conditions d* hybridation utilisees. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise par le 
fait que la sonde de capture et/ou la sonde de detection est 

suf fisamment courte et de sequence telle que seule la presence d*une 
sequence complement a ire parfaitement homologue dans la cible permette 
de former avec ladite sonde suffisamment courte un hybride stablt, a 
ladite temperature dans les conditions d' hybridation utilisees. 

7. Procede selon la revendication 5 ou 6 , caracterise par 
le fait que I'on effectue I'etape d'incubation a ladite temperature 
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predeterminee et que I'on effectue le lavage a ladite temperature ou 
a uTie temperature inferieure. 

8. Precede selon la revendication 5 ou 6 , caracterise par 
le fait que I'on effectue I'etape d' incubation a une temperature 
inferieure a ladite temperature predeterminee, et que I'on effectue 
le lavage a ladite temperature predeterminee. 

9. Precede selon I'une quelconque des revendications 5 a 
8, caractSrise par le fait que ladite temperature predeterminee, est 
comprise entre 20 et 60*^0, notamment entre 25 et 40*C, et est en 
particulier egale a 37®C. 

10. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, . caracteris^ par le fait que la sonde de detection 
contient au mo ins 9 nucleotides. 

11. Precede selon la revendication 10, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient au moins 15 nucleotides. 

12. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que I'hybride forme par la sonde 
de capture et la cible recherchee est moins stable que I'hybride 
forme par ladite cible avec la sonde de detection. 

13- Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que la sonde de detection est 
plus longue, en nombre de nucleotides, que la sonde de capture. 

14. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que la sonde de capture et/ou la 
sonde de detection contient ou est constituee par des 
alpha-D-nudeotides • 

15. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que ladite sonde de capture 
contient au moins onze nucleotides et est fixee de fagon passive 
directement sur le support solide. 

16. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
lA, caracterise par le fait que la sonde de capture est fixee sur le 
support par I'intermediaire d'une proteine a laquelle elle est liee 
de facon covalente. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise par le 
fait que ladite proteine est une albumine de mammifere ou une toxine 

- proteique bacterienne. 
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18. Precede selon I'-une quelconque des revendicat ions 
precedentes, caracterise par le fait que le- support est sous forii:e de 
tube, de bille, de partlcules ou de cone de pipettage, ou sous forme 
de plaque de micro titration. 

19. Precede selon I'une quelconque des rev end i cations 
precedent es, caracterise par le fait que I'on opere selon la 
technique d 'hybridation sandwich, simultanee. 

20. Procede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que la sonde de capture est soit 
une sequence parfaitement homologue de la sequence complement aire de 
la cible, s6it une sequence contenant une mutation ponctuelle par 
rapport a la sequence complementaire de la cible. 

21. Procede selon I'une quelconque des revendications 
prScedentes, caracterise par le fait que la cible est la sequence 
d'ADN du papillomavirus humain HPV 18 et que la sonde de capture 
contient la sequence 

TCAGAGGAAGAAAACGATGA 

22. Procedg selon" la revendication 21, caracterise par le 
fait que la sonde de detection contient la sequence : 

TAAGGCAACATTGCAAGACA 

23. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence ARN 
messager correspondant au gene de la beta-lactamase de E. Coli (Tem) 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

ff-GCACTGCATAATTCTT-y 
et/ou 5'-TACTGTCATGCCATC03' 

24. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5*-GTTGGCCGCAGTGTTAT-3' 
et/ou ff-CACTCATGGTTATGGCA-y 

25. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence d'ADK 
contenant le gene de la beta-lactamase de E. coli et que la sonde de 
capture contient la sequence suivante : 

5'-GGATGGCATGACAGTA-y 
et/ou 5'-AGAGAATTATGCAGTGC-3' 
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26. Precede selon la revendication precedence, caracterise 
par le fadt que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5*-TGCCATAACCATGAGTG-3' 
et/ou S-ATAACACTGCGGCCAAC-3' 

27. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant au gene E7 du papillomavirus humain type 6 et que la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-CAGTGTACAGAAACA-3' 
et/ou 5'-GAGTGCACAGACGGA-3' 

28. Precede selon, la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5*-GACCCTGTAGGGTTACATT.3' 
et/ou 5'.TGACCTGTTGCTGTGGA-3' 

29.. Procedfi selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant au gene E7 du papillomavirus humain type 11 et que la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-GAGTGCACAGACGGA-3' 
et/ou 5'-CAACTACAAGACCTTTTGC-3' 

30. Precede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-GACCCTGTAGGGTTACATT'3' 
et/ou 5'-TGACCTGTTGCTGTGGA-3* 

31. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant aux genes E7 des papillomavirus humains types 6 ou 11, 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-AGACAGCTCAGAAGATGAGG-3' 
et/ou 5'-CAGCAACGT(T/C)CGACTGGTTG-3' 
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32. Precede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-GACCCTGTAGGGTTACATT-3' 
et/ou 5'-TGAGCTGTTGCTGTGGA-3* 

33. Proced6 selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondent au gene E7 du papillomavirus humain type 16 et que la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

5"-TATATGTTAQATTTGCAACC-3' 
et/ou 5'-GAC/iJ\CTGATCTCTA03' 

34. Precede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-GTCTACGGTTCGGTTGTGC-3' 
et/ou 5*-CCGGACAGAGCGCATTAC-3* 

35. Precede selon l*une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondent au gene E7 du papillomavirus humain type 18 et que la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-TGAGAGGAAGAAAACGATGA-3' 
et/ou 5'-ATGTGACGAGC/^TTAAGCG-3' 

36. Precede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'.GTATTGCATTTAGAGCCCCA-3' 
et/ou 5'-T/U\GGCAACATTGCAAGACA.y 

37. Proc#.de selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondent au papillomavirus humain de type 18 et que la sonde de 
capture contient la sequence suivante : 



5'-TGAGAGGAAGAAAAGGATGA-3* 
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38- Precede selori la revendica tion prececlerte, caracterise 
par le fait que la sonde de detectiop ccntient la sequence suivante : 

5*-TAAGGCAACATTGCAAGACA-3' 

39- Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la clble est la sequence ADN 
correspondant au g^ne de la protelne majeure de la membrane ex t erne 
(KOKP) de Chlanydia trachomatis et que la sonde de capture contient 
la sequence suivante : 

5*-GCCGCTTTGAGTTCTGCTTCC-3' 
et/ou 5'.CTTGCAAGCTCTGCCTGTGG-3' 

40. ProcSde selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-AATCCTGGCTGAACCAAGCCT-3' 
et/ou 5'-AAGGTTTCGGCGGAGATCCT^' 

41. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence 
correspondant, sous forme d'ADN, a la region gag du retrovirus HIVl 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-AATGTTAAAAGAGAC-3' 

42. Precede selon la revendication pr£c£derte, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante :• 

5'-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 

43. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence 
correspondant, sous forme d'ADN, a la region gag du retrovirus HIV2 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-CTTACCAGCGGGGCAGC-3' 
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. Precede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-GAAGCTGCAGAATGGGA-3' 

45. ProcSd£ selon I'une quelconque des revendicatibns 1 a 
20, caracterise par le fait que la clble est une sequence 
correspondant , sous forme d'ADN, a la region env du retrovirus ETVl 
et que la sonde de capture contlent la sequence suivante : 

5'^TGTCTGGTATAGTGCA-3* 

46. Precede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

• 5«-AACAATTTGCTGAGGGCTAT-3' 

47 • Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est une sequence 
correspondant , sous forme d'ADN, a la region env du retrovirus HIV2 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

ff-GGAACAGCAACAGCTGTTGGA-3* 

48. Precede selon la revendication prec^dente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-GGTGAAGAGACAACAAGAA-3' 

49. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait Que la cible est une sequence 
correspondant, sous forme d'ADN, a la region pel du retrovirus EIVl 
et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

ff-GACAATGGCAGCAATTTCACC-S' 



50. Precede selon la revendication precedent e, caracterise' 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5'-GGCTGTTGGTGGGC-3' 
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51. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cable est la sequence ADN 
correspondant au gene de la region beta-glucuronidase de E. Coli* et 
que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

5*-TGGCTTCTGTCAACGCTGTT-3' 
^X:/ou ff-ATGCGATCTATATCACGCTG-3' 

52. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

S'-GATCGCGGTGTCAGTTCTTT-3* 
et/ou 5^-TTCCATGQGTTTCTCACAGA-3' 

53. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
ZOf caracterise par le fait que la cible est la sequence ADK 
correspondant au gene de la region beta-globine humaine et que- la 
sonde de capture contient la sequence suivante : 

5'-TGTTTACGCAGTCTGCCTAG-3' 
et/ou 5'-CACATATTGACCAAAfCAGG-3' 

5^- Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

5^.GTATCATGCCTCTTTGCACC-3' 
et/ou * &-TTTCTGGGTTAAGGCAATAGC.3* 

55. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN 
correspondant IL 1* oncogene ras et que la sonde de capture contient la 
sequence suivante : 

5'-CAGTGCCATGAGAGACC/VAT-3' 
et/ou 5'-CGACGCAGCCATGGTCGATGC -3' 

56- Procede selon la revendication precedente, caract^ris^ 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence suivante : 

6'-TTCCTGTGTGTATTTGCCAT-3' 
et/ou 5'-ACATGAGGACAGGCGAAGGC-3' 
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57. Precede selon I'une quelconque des revendica tions 1 a 
20, caracterise par le fait que la cible est la sequence ADN de HPV 
type 18 et que la sonde de capture contient la sequence suivante : 

. 5'-TCAQ AGGAAGAAAACGATGA-3' 

58. Precede selon la revendicatlon precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence 
(alpha-nucleotidique) suivante : 

alpha oligonucleotide 5 -ACCCCGAQATT 

59. Precede selon I'une quelconque des revendications 1 a 20 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant a la. 
region NEF du retrovirus HXVl, et que la sonde de capture contient la 
sequence : 

5'-GAGGAGGTIGGTnTCCAGTCA-3' 



60. Procede selon la revendicatlon precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence : 

5'-GGATGGCCTICTITAAGGGAAAGAATG-S' 

61. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 20 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant a la 
region VPR du retrovirus HIVl, et que la sonde de capture contient la 
sequence : 

5'-TATGAAACTTATGGGGATAOy 

62. Procede selon la revendicatlon precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence : 



5*-GAAGCTGTTAGACATTTTCCTAG-3' 
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63. Procedd selon I'une quelconque des revendications 1 a 20 
caracterise par le fait que la cible est une sequence correspondant a la 
region POL du retrovirus HIVl, et que la sonde de capture contient ia 
sequence : 

5'-TGAACAAGTAGATAAATTAG-3' 

6^. Procede selon la revendication precedente, caracterise 
par le fait que la sonde de detection contient la sequence- • 



5'-GGAATCAGlAAAGTACTATT-3' 
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WO,A, 8801302 - (SISKA DIAGNOSTICS 
INC.) 25 fevrier 1988, voir page 3, ligne 18 - 
page 4, ligne 8; page 5, llgnes 29-34; page 11, 
ligne 32 - page 13, ligne 11; page 22, lignes 
23-37; page 35, ligne 1 - page 37, ligne 22 

WO, A, 8607387 (AMGEN) 18 decembre 
1986, voir page 8, ligne 5 - page 9. ligne 9; 
page 14, lignes 22-25; page 21, lignes 7-21; page 
22, lignes 29-33; page 35, ligne 14 - page 36, 
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EP, A, 0202758 (IMPERIAL CHEMICAL 
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Impliquant une actlvHi inventive 
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bH,A,UZbb<yb4 (MULbLULAk BiUSYSI bHS, 

INC.) 8 juin 1988, voir page 7, ligne 21 - page 
8, 11gne 33; page 11, lignes 25-42 

WO,A,9001069 (SEGEN DIAGNOSTICS, 

INC.) 8 f^vrier 1990, voir page 35, ligne 10 - 

page 37, ligne 14 

WO,A,8804301 (C.N.R.S.) 16 ju1n 

1988, voir page 18, ligne 15 - page 19, ligne 4 

(c1t6 dans la demande) 

Clinical Chemistry, vol. 31, no. 9, 1985, R. 
Polsky-Cynkin et al.: "Use of DNA Immobilized on 
plastic and agarose supports to detect DNA by 
sandwich hybridization", pages 1438-1443, voir 
1 'article en entler; parti culi&rement abr^ge; 
page 1439, colonnel, ligne 55 - colonne 2, ligne 
14; figure 2"(c1t6 dans la demande) * 

Clinical Chemistry, vol. 32, no, 9, 1986, P. 
Helsingius et al.: "Solid-phase Immunoassay of 
digoxin by measuring time-resolved fluorescence", 
pages 1767-1769, voir page 1767, colonne 1, ligne 
40 - page 1768, colonne 1, ligne 21 

EP,A,0405592 (SANYO CHEMICAL IND.) 2 
Janvier 1991, voir colonne 10, ligne 50 - colonne 
11,. ligne 8; colonne 12, lignes 10-20; colonne 
13, ligne 40 - colonne 14, Hgne 10; colonne 17, 
ligne 45 - colonne 18, ligne 5; colonne 20, 
lignes 15-37 

EP, A, 0420260 (F. HOFFW^NN-LA ROCHE) 
3 avril 1991, voir page 4, lignes 7-12; page 5, 
lignes 15-36; page 6, lignes 25-50; page 13, 
ligne 30 - page 14, ligne 10 
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